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' Novel polypeptides designated 5HT5a having serotoninergic receptor activity, genetic material for their expression, any 
recombinant cell expressing said polypeptides, and uses thereof are disclosed. 

(57)Abrege 

La presente invention concerne de n uveaux polypeptides designes SHT5a ay ant une activite de recepteur serotoninergi- 
que, le materiel genetique permettant leur expression, toute cellule recombinante exprimant ces polypeptides, et leur utilisation. 



BNSDOCID:<WO 9401S55A1 I > 



UNIQUEMENTA TTTRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour idenlifier les Etats parlies au PCT. sur les pages de couvcrlurc dcs brochures 
publiant des demandes internaticnalcs en vertu du PCT. 



AT 



BE 

BP 

EG 

BJ 

BR 

BY 

CA 

CP 

CG 

CH 

CI 

CM 

CN 

cs 
cz 

DE 
DK 
BS 
PI 



AuUiche 

Australie 

Barbadc 

Belgique 

Burkina Faso 

Bulgaric 

B£nin 

Br£sil 

Belarus 

Canada 

R£publ'ique Centrafricaine 

Congo 

Suisse 

C&ie d'Woire 

Cameroun 

Chine 

Tch^coslovaquit: 

R£publique tch^ue 

Allemagne 

Dancmark 

Espagne 

Finlande 



PR France 

CA Gabon 

GB Royaume-Uni 

GN Guin6e 

CR Grdce 

HU Hongrie 

IB Irlande 

IT lulie 

JP Japon 

KP R£publiquc poputairc d£mocratique 

de Corde 

KR Rfipubltque de Cor6e 

KZ Kazakhstan 

LI Liechtenstein 

LK Sri Unka 

LU Luxembour 

LV Letlonie 

MC Monaco 

MG Madagascar 

ML Mali 

MN Mongolie 



MR 


Mauritanic 


MW 


Malawi 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norv£ge 


NZ 


Nouvellc-Z£landc 


PL 


. Pologne 


PT 


Portugal 


RO 


Roumanie 


RU 


F£d6ration de Russie 


SD 


Soudan 


SE 


Su^e 


SI 


Slov£nie 


SK 


R£pubiique stovaque 


SN 


Senegal 


TD 


Tchad 


TC 


Togo 


UA 


Ukraine 


US 


Etats-Unis d*Am£rique 


uz 


Owcbekislan 


VN 


Vict Nam 



BNSDOCID: <WO 9401555A1_L> 



^1 

wo 94/01555 PCr/ni93/006S0 



POLYPEPTIDES AYANT UNE ACnVlTE DE RBCEPTEXJR 
SEROTONINERGICSUE (5HTSA), ACIDES NUCLEIQUES CXM)ANT POUR 
CES POLYPEPTIDES ET UTILISATIONS. 



10 



La presente invention conceme de nouveanx polypeptides et le materiel 
genetique pemiettant leur expression. Plus particuli&ement. elle conceme de 
nouveaux polypeptides ayant ime activite de recepteur sSrotoninergique- 

La s6rotonine est un neuromodulateur capable d'induii:e et de moduler ime 
grande vari6t6 de comportements tels que le sommeil, Tappfetit. la locomotion. 
Tactivitfe sexuelle ou encore la contraction vasculaire. n est admis que TactivitS de la 
s&otonine est mfediee par son int^^on avec des lecepteurs. design§s recepteurs 
serotoninergiques ou rfecepteurs 5-HT (pour 5-hydroxytryptamine). Des 6tudes de 
biologie molteulaire ainsi que des 6tudes pharmacologiques ont revSle qu'il existait 
un grand nomhre de sous-types de rfecqiteurs 5-HT. Les rfecepteurs 5-HT qui ont 6te 
d6crits jusqu'a aujourd'hui appartiennent soit & la famille des iecq>teurs li6s & des 
15 canaux ioniques (recepteurs 5-HT3), soit & la famille des recepteurs qui interagissent 
avec des pcotgines G et qui possMent sept domaines transmembranaires. Par ailleurs^ 
Tanalyse des s6quences d'acides aminSs a montr€ que les recepteurs 5-HT 
interagissant avec des proteines G peuvent Stre sous-divis6s en deux groupes 
distincts : Les recepteurs 5HT1, comprenant les sous-types mammiferes 5HT1A, 
20 5HT1B et 5HT1D ainsi que trois recepteurs 5HT de drosophile; et les recepteurs 
5HT2 comprenant les sous-types 5HT2 et 5HT1C. 

Ces receptextfs ne sont sans dout e pas les seuls r& cepteurs 5HT existant, ^ fltis 

la mesure ou des etudes pharmacologiques ont reveie dautres sous-types tels que les 
recepteurs 5HT4 ainsi que certains recepteurs apparentes au sous-type 5HT1 
25 (rScepteurs "5HT1 like"). De plus, des etudes suppl6mentaires de biologie 
moieculaire ont egalement r§vei6 des heterogeneitSs au sein des sous-types 
5HT1BAD. 

La presente invention rgsulte de la mise en evidence de nouveaux 
polyp^tides ayant une activite de recepteur serotoninergique. Bien qtfappartenant k 
30 la famille des r§cepteurs qui interagissent avec des proteines G, ces nouveaux 
polypeptides different des r§c^>teurs serotoninergiques dqi decrits (5HT1, 5HT2, 
5HT3 et 5HT4) du point de vue structural comme du point de vue pharmacologique. 
Plus particulierement, Tinvention resulte de Tisolement et de la caracterisation de ces 
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nouveaiix polypeptides, designes 5HT5a, ainsi que du materiel genetique permettant 
leur expression ou leur idratif ication. 

Un premier objet de Tinvention reside done dans des polypeptides 
comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID n*" 1 ou d'un deriv6 de celle-d. 

5 Au sens de la presente invention, le terme deriv6 designe toute molecule 

obtenue par modification de nature g6netique et^ou chimique de la sequence 
peptidique SEQ ID n** 1. Par modification de nature genetique et/ou chimique. on 
peut entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification tf un 
ou plusieurs residus. De tels derives peuvent etre g€n6res dans des buts differents, tels 

10 que notamment celui tfaugmenter Taffinite du peptide pour son(ses) ligand(s), celui 
d'ameliorer ses niveaux de production, celui d'augmenter sa r§sistance k des 
prot&ises, celui augmenter et/ou de modifier son activity, ou celui de lui oonferer de 
nouvelles propri6t6s pharmacocinStiques et/ou biologiques. Parmi les derives 
resultant d'une addition, on peut citer par exemple les polypeptides chimeres 

15 oomportant une partie h&erologue suppl^mentaire li6e § une extremite. Le terme 
d&iv6 comprend 6galement les polypeptides homologues au polypeptide SEQ ID n*^ 
1, issus tfautres sources cellulaires et notamment de cellules d*ongine humaine, ou 
tf autres organismes, et possedant ime activite de mgme ^^pe. De tels polypeptides 
homologues peuvent etre obtenus par des experiences d'hybridation comme decrit 

20 dans les exemples. En particulier, Tinvention conceme egalement les peptides de 
sequence SEQ ID n** 7 correspondant au ricepteur humain. 

Pr§ferentiellement, les polypeptides de I'invention sont des polypeptides 
possedant la capacite de lier la serotonine. Encore plus pref erentiellement, fl s'agit de 
polypeptides ayant une activite de recepteur serotoniner^que. Toujours selon un 
25 mode pref6r§, les polypeptides de I'invention sont susceptibles d'etre reconnus par des 
anticorps reconnaissant la sequence peptidique SEQ ID n** 1 complete. 

Un mode de r&alisation particulier de Tinvention est represent^ par le 
polypeptide 5HT5a comprenant toute la sequence peptidique SEQ ID n** 1 ou SEQ ID 
n** 7. Comme indiqu6 dans les exemples, ce polypeptide peut etre exprim§ dans 
30 differents types cellulaires pour former im recepteur serotoninergique fonctionnel. 

Les polypeptides de I'invention peuvent etre obtenus par expression dans un 
bote celltilaire d'une sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessous. par synthese 
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chimique, sur la base de la sequence SEQ m n» 1 en utilisant les techniques connues 
de lliomme du metier, ou par une combinaison de ces techniques. 

Dans ce qui suit, les polypeptides de I'invention tels que definis ci^essus 
sont designes par polypeptides 5HT5a. 

La pr§sente invention a 6galement pour objet toute sequence nuclSotidique 
codant pour un polypeptide 5HT5a. Plus pr6f6rentiellement. il s'agit dHine s&juence 
choisie panni : 

(a) tout ou partie de la s&juence nucl§otidique SEQ ID n** 1 ou de son brin 
compl6mentaire. 

(b) toute sequence hybridant avec une sequence (a) et codant pour un 
polypeptide tel que d6f ini prgcMemment, et. 

(c) les sequences d&iv^ des sequences (a) et (b) en raison de la 
dgg^§rescence du code genetique. 

Les diff^rentes sequences nucl6otidiques de I'invention peuvent Stre 
d'origine artificielle ou non. n peut s'agir de sequences g^omiques. d' ADNc. d'ARN, 
de sequences hybrides ou de sequences synthfitiques ou semi-synth6tiques. Ces 
sequences peuvent fitre obtenues par exemple par oiblage de banques d'ADN (banque 
d'ADNc. banque d'ADN goiomique) au moyen de sondes ^abor^ sur la base de la 
sequence SEQ ID n* 1. De telles banques peuvent 6tre pr&pai^ i partir de cellules 
de diff erentes origines par des techniques classiques de biologic mol6culaire connues 
de I'honune du mfetier. Les sequences nucl6otidiques de I'invention peuvent 
igalanent etre prfeparees par syn&ese chimique^ I^ti^^nment selon la mfethode des 
phosphoramidites, ou encore par des m^thodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. 

Les sequences nucl6otidiques de I'invention peuvent etre utflis§es pour la 
production des polypeptides 5HT5a tels que d6finis prtc6demment Dans oe cas, la 
partie codant pour ledit polypeptide est g6n6ralement placSe sous le contrdle de 
signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. Le dioix de ces signaux 
(promoteurs, tenninateurs. etc) peut varier en fonction de l-hete cellulaire utilise. A 
cet effet, les sequences nuclSotidiques de I'invention peuvent f aire partie d'un vecteur. 
qui peut Stre i r6pUcation autonome ou int6gratif . Plus particuUerement. des vecteurs 
a r§pUcation autonome peuvwit etre prepares en utilisant des sequences k i^lication 
autonome chez I'hote choisi. S'agissant des vecteurs int^gratifs, ceux-ci peuvent etre 
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preparfe par exemple en utilisant des sequences homologues a c^taines regions du 
genome de Thote, permettant, par reoombinaison homologue, Tintegration du vecteur, 
Les botes cellulaires utilisables pour la production des polypeptides 5HT5a de 
Finvention par voie recombinante sont aussi bien des hdtes eucaryotes que 
5 procaryotes. Parmi les botes eucaryotes qui conviennent, on peut citer les cellules 
animales, les levures, ou les cbampignons. En particulier, s*agissant de levuies, on 
peut citer les levures du genre Saccharomyces, Kbiyveromyces, Pichia, 
Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules animales» on peut citer les 
cellules COS. CHO, C127. NIH.3T3, etc. Parmi les champignons, on peut citer plus 
10 particulidrement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme bdtes procaryotes, on 
prfefere utiliser les bacteries suivantes Rcoli, Bacillus, ou Streptomyces. 

Les sequences nucleotidiques de la prfesente invention sont egalement 
utilisables dans le domaine pharmaceutique, soit pour la realisation de sequences 
antisens utilisables dans le cadre d'une tfa6rapie gSnique, soit encore pour la 
15 realisation de sondes permettant la detection, par des experiences dliybridation. de 
Texpression de recepteurs serotoiiinergiques dans des echantillons biologiques et la 
mise en evidence d'anomalies genetiques (polymorphisme. mutations) ou 
d'eTq^ressions aberrantes. 

L'inbibition de Te^qpression de certains g&ies par des oligonucleotides 
20 antisens s'est av6ree etre une stratfegie prometteuse dans le contrdle de Tactivitg dHm 
gSne. Les oligonucleotides antisens sont des oliogonucleotides de petite taiUe. 
complementaire du brin codant d'lm gene donne. et de ce fait capables d'hybrider 
specifiquement avec 1' ARNm transcrit. inhibant sa traduction en proteine. L'invention 
a ainsi pour objet les oligonucltotides antisens capables d'inhiber au moins 
25 partiellement la production de polypeptides 5HT5a tels que dgfinis precedemment 
De tels oligonuclfctides peuvent 6tre constitues par tout ou partie des sequences 
nucleotidiques dgf inies ci-avant. II s'agit generalement de s6quenoes ou de fragments 
de sequences complementaires de sequences codant pour des peptides de Tinvention. 
De tels oligonucleotides peuvent Stre obtenus a partir de la sequence SEQ ID n** 1 ou 
30 SEQ ID n** 7, par fragmentation, etc, ou par synthase cbimique. 

Comme indique ci-dessus, Finvention peraiet 6galement la realisation de 
sondes nucleotidiques, synthetiques ou non, capables de s'hydrider avec les sequences 
nucleotidiques dSfinies ci-avant qm codent pour des polypeptides 5HT5a de 
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rinvention, ou avec les ARNm correspondant. De telles sondes peuvent etre utilisees 
in vitro comme outil de diagnostic, pour la detection de Fexpiession d'un r^cepteur 
s6rotoninergique 5HT5a, ou encore pour la mise en evidence d'anomalies g&ietiques 
(mauvais ^issage. polymorphisme, mutations ponctuelles, etc). Compte tenu des 
5 activity multiples de la sSrotonine. les sondes de I'invention peuvent ainsi permettre 
d*identifier des affections neurologique, cardiovasculaire ou psychiatrique comme 
fetant lifees aux rfecepteurs 5HT5a. Ces sondes peuvent egalement 6tre utilisees pour la 
mise en Evidence et I'isolement de sequences d'addes nucl6iques homologues codant 
pour des polypeptides SHTSa tels que def inis precfedemment, i partir d'autres sources 

10 cellulaires et preferentiellement de cellules d'origines humaines, ainsi qu'illustrg dans 
les exemples. Les sondes de Tinvention comportent g§n6ralement au moins 10 bases, 
et elles peuvent comporter jusqu'a TintegralitS de la s6quence SEQ ffi n*^ 1 ou SEQ 
ID n** 7 ou de leur hrin compl6mentaire. Pr§ferentiellement. ces sondes sont, 
prfealablement i leur utilisation, marqu§es. Pour cela, diffferentes techniques connues 

15 de lliomme du mfetier peuvent ctre employees (marquage radioactif , enzymatique, 
etc). Les conditions d'hybridation dans lesquelles ces sondes peuvent etre utilisees 
sont indiquSes dans les techniques gfenferales de clonage ci-aprfe ainsi que dans les 
exemples. 

Un autre objet de Tinvention conceme les cellules recombinges capables 

20 tfexprimer k leur surface un polypeptide 5HT5a tel que defini ci-avant. Ces cellules 
peuvent Stre obtenues par introduction d'une sequence nuclfeotidique telle que d6f inie 
ci*dessus codant pour un polypeptide de Tinvention, puis culture desdites cellides 
dans des conditions d^expression de ladite sequence. 

^Les cellules reoombinfees seldn I'invration peuvSaS dSe aussi Uien des 

25 cellules eucaiyotes que ptocaiyotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent. on 
peut citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, 
s'apssant de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomyces, 
Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules 
animales, on peut citer les cellules COS, CHO, C127, NIH-3T3, etc. Parmi les 

30 champignons, on peut cit^ plus particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma 
ssp. Comme cellules procaryotes, on pref&e utiliser les bacteries suivantes Kcoli, 
Bacillus, ou Streptomyces. Les cellules ainsi obtenues peuvent etre utilisees pour 
mesurer la capacit6 de differentes molecules k se comporter comme ligand ou comme 
modulateur de Tactivite des polypeptides de rinvention. Plus particulierement. eUes 

35 peuvent ainsi €tre utilises dans un proc6de de mise en evidence et d'isolement de 
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ligands ou de mcxl\ilatetir de ractivite des polypeptides de Tinvention, et, plus 
preferentiellement, d*agonistes et tfantagonistes de la serotonine. 

Un autre objet de Tinvention conceme done un proc6de de mise en evidence 
el/ou d'isolement de ligands des polypeptides 5HT5a de I'invention, selon lequel on 
5 realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinte telle que 
decrite ci-dessus e?q)rimant a sa surface vn polypeptide de Tinvention dans des 
conditions permettant Finteraction entre ledit polypeptide de Tinvention et ladite 

10 molecule dans le cas ou celle-d possederait une affinity pour ledit polypeptide, et» 

- on detecte et/ou isole les molecules li6es au dit polypeptide de Tinvention. 
Dans un mode particulier, ce pioced6 de Tinvention est adapte a la mise en 

Evidence et/ou Tisolement d'agonistes et d'antagonistes de la sferotonine pour les 
polypeptides 5HT5a* 

15 Un autre otget de I'invention conceme tm piocSdg de mise en Evidence et/ou 

d'isolement de modulateurs des polypeptides 5HT5a de I'invention, selon lequel on 
realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec une celltde recombinee telle que 

20 decrite ci-dessus exprimant a sa surface un polyp^tide de Tinvention, en presence de 
5HT, dans des conditions pemiettant Tinteraction entre ledit polypeptide de 
I'invention et le 5HT, et, 

- on detecte et/ou isole les molecules capables de modtder Tactivit^ du 5HT 
sur ledit polypeptide de I'invention. 

25 Un autre objet de I'invention concwne I'utilisation d'un ligand ou d'un 

modulateur identifie el/ou obtenu selon le proced6 d6crit ci-avant comme 
medicament De tels ligands ou modulateurs peuvent en effet peraiettre de traiter 
certaines affections neurologique, cardiovasculaire ou psychiatdque liees aux 
recepteurs 5HT5a. 

30 L'invention conceme §galement tout m6dicament comprenant conune 

prindpe actif au moins une molecule agissant sur un polypeptide 5HT5a de 
rinvention. Preferentiellement la molecule est un ligand ou un modulateur identifie 
et/ou isole selon le procede decrit precedemment 
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D*autres avantages de la presente invention apparaitront i la lecture des 
exemples qui suivent, qxii doivent §tre consid6r§s comme illustratif s et non limitatif s. 

SEP ro 1 : Sequences nucl6otidique et peptidique du rfecepteur 5HT5a. L'ADNc 
5 de 4 kb a 6te sequence sur les 2 biins depuis le site EcoRI jusqu'a la position 1685. 
Les 2300 nucl6otides testant n'ont pas et6 sequences k Texception de rextremit6 3' 
contenant la queue polyA. 

F^gyfg ? ' Potircentages d'homologie de sequence peptidique entre le recepteur 
5HT5a SEQ ID n** 1 et d'autres recepteurs de la f amille des recepteurs couples a des 
10 prot§ines G. Les homologies ont ete calculees sur les sequences conservees : le 
domaine transmembranaire et ses boucles de connection. 

Figure 3 : Courbe de saturation du [^^Sij.lsd ^ux membranes des cellules Cos-? 
exprimant le r&cepteur 5HT5a. Les membranes ont et6 incubees avec des 
concentrations de ligand allant de 50 pM a 1,25 nM, avec ou sans 10 yM de 5HT. La 
15 liaison sp&:ifique est repr&sentSe. L'encart repr&sente I'analyse en Scatchard des 
resultats. 

Figure 4 : Mise en Evidence de sequences homologues : (a) par Northern blot sur des 
ARNm polyA (5 jig) de differents tissus; (b) par PGR sur des ARN totaux (1 |ig) de 
diff 6rents tissus. 

20 Tabte 1 : Profil pharmacologique du recepteur 5HT5a. Les resultats correspondent a 
des experiences de comp6tition pour la liaison du [^25i].i^i> sqj^ membranes des 
cellules Cos-7 exprimant le recepteur 5HT5a de maniere transitoiie, soit aux 

membranes des cellules NS4 exprimant-le r§cepteur 5HT5a de mani&e stable.-Les— 

valeurs d'ICSO (cocrespondant a la concentration en ligand necessaire pour d^placer 

25 50 % du [l25i].LSD lig) calculSes exp6rimentalement et converties en Ki 

selon r^quation suivante : Ki = IC50/(1 + CVKd) dans laquelle C est la concentration 
en [l25i].i^D et Kd est la constante de dissociation du [125i].lse) (308 pM). Les 
nombres entre parentheses correspondent au nombre d*experiences independantes 
realisees, chaque point 6tant realist en triple. 

30 Techniques gfen&rales de clonage 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 



purification de fragments d'ADN par 61ectro61ution, les extractions de pzot6ines au 
phenol ou au phenol-chlorofoime, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc, sont bien 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litt6rature 
5 [Maniatis et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel RM* et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilis6es 
10 selon les recommandations des foumisseurs. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separ^s selon leur taille par 
electrophorese en gels d*agarose ou d'acrylamide, ectraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, predpitfo a T^thanol puis incubes en presence de 
r ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du f oumisseur. 
15 Le remplissage des extr6mit6s 5' proeminentes est effectue par le fragment de 

Klenow de TADN Polymerase I d'£l coli (Biolabs) selon les specifications du 
foumisseur* La destruction des extremites 3' pro6minentes est effectu6e en presence 
de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les xecommandations du 
fabricant La destruction des extremites 5* pro6minentes est effectute par un 
20 traitement menagS par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigSe in vitro par oligod§oxynucl6otides syntfaetiques est 
effectu§e selon la mfethode d6velopp§e par Taylor et aL [Nucleic Adds Res. 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
25 PGR [Eolymerase-catalyzed Chain Beaction, Saild ILYL et al., Science 22Q (1985) 
1350-1354 ; Mullis ICB. et Faloona RA., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est 
effectu6e en utilisant un "DNA thermal cydw" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant 

La verification des sequences nucieotidiques est effectuee par la methode 
30 developpee par Sanger et al, [Proc. Natl. Acad. Sd. USA, 24 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Pour les experiences dliybridation, les conditions de stringence normales sont 
generalement les suivantes : hybridation : 3 x SCC en presence de 5 x Denhart's a 
65^C ; lavage : 0,5 x SSC k 65**C 
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1, Isolement du recepteur 5HT5a 

Les compaiaisons de sequences entre les diffeients r6cepteiirs 
s6rotoninergiques connus font apparaitre une certaine conservation, particulierement 
dans certaines regions transmembranaires potentielles telles que les domaines m t 
5 IV. Dans le but de mettre en Evidence et d*isoler un nouveau r6cepteur, trois 
oligonucleotides d6g6n&r§s correspondant i ces deux regions ont 6t6 prepares, puis 
utilises dans une serie de reactions de PGR sur une preparation d' ARN de cervean de 
rat La sequence des oligonucleotides degen6r6s (i)-(iii) est donn§e dans les 
sequences SEQ ID n* 2-4. 

10 Les reactions de PGR ont 6te r§alisees de la manidre suivante : 5 |jg d'ARN 

de c^veau de rat adulte ont €tt& sotunis a une reaction de transcription inverse en 
presence de 500 ng d*oligonucltotide (i) et de 200 unites de transcriptase inverse 
MMLV (BRL). La moiti^ du produit de cette r&action a ensuite €t& soumise k 30 
cycles d'amplification en presence de 5 unit&s de pol3an6rase Taq (Cetus) et de 1 |ig 

15 d'oligonucl6otide (i) et d'oligonucleotide (ii). l/20e du produit de cette reaction a 
ensuite 6t& soumis a 30 cycles d*amplification supplementaires en prSsmce des 
oligonucleotides G) et (iii). Les produits ainsi obtenus ont 6t6 dig6r6s avec les 
enzymes BamHI et HindTIT, ins&^ aux sites correspondant du plasnoide Bluescript 
(Stratag^e), et s&quenc&s. L'un des fragments ainsi obtenus, prSsentant une ootaine 

20 homologie avec les recepteurs serotoninergiques, a 6te marqu6 par "random piming" 
(Feinberg et Vogelstdn. Analytical Biochemistry 122 (1984) 6) et utilis6 comme 
sOTde^pqiir^nblCT un^^ ratconstruite dans le phage 

UniZap (Stratagfene). Parmi les phages positifs obtenus. Tun d'entre-eux, denonmie 
XNS et porte par le plasmide pNS, contenait un insert de 4 kb. Ce phage a §te isol6, et 

25 son insert a ensuite 6t6 introduit dans le plasmide Bluescript. La sequence de ce 
fragment a €te detmninee sur 1,6 kb environ sur les 2 brins en utilisant la technique 
des dideoxynucleotides au moyen d'oligonucltotides synthetiques. 

La sequence ainsi obtenue est presentee sur la s6quence SEQ ED n*" 1. Elle 
montre que I'ADNc isol6 porte une phase de lecture ouverte de 357 acides amines. 

30 Par ailleurs, I'analyse d'hydrophobicit6 montre que cette proteine porte sept domaines 
hydrophobes, tme particularity rencontree chez les membres de la famille des 
recepteurs coupl6s k des protfeines G. L'extremitfe N-terminale contient par ailleurs 2 



BNSDOCID:<WO 9401555A1 I > 



wo 94/01555 



PCr/FR93/00650 



10 

sites de N-glycosylation. et le domaine cytoplasmique presume contient les sites 
consensus de phosphorylation par les proteines kinases C et A, 

2, Etude d^homolof ies de sequence 

La sequence du recepteur 5HT5a isol6 ci-dessus a et6 compare avec les 
5 sequences des recepteurs coupl6s k des proteines G suivants : 5HT1B, 5HT1D, 
5HT1A, 5HT.dro2A, 5HT-drol, a2. D2, 61. Dl, H2, 5HT1C et 5HT2. Ce^ 
expferiences ont rev61e une certaine homologie dans le domaine transmembranaire 
potentiel et dans certaines boucles, mais pas dans les regions temiinales ni dans la 
troisieme boucle cytoplasmique. La figure 2 donne les % d'homologie au niveau des 
10 regions conserv6es. 

Comme il ressort de cette figure, Thomolgie avec les recqsteurs connus est 
faible, le meilleur lesultat 6tant obtenu avec le recepteur serotoninergique de 
drosophile HT-dro2A (37 % d'homologie). 

3- P^reSgipn du itcePteur 5HT5a dans les cellules et rjn^rfM^s^^ ^ 

15 pharmacolopique 

Le fragment d'ADNc isol6 dans Texemple 1 a 6t6 insere dans im vecteur 
d'expression eucaiyote. qui a 6t6 utilisg pour transferer des cellules Cos-7. Les 
membranes des cellules transf ectees obtenues ont ensuite 6te pr^parees et testees pour 
leur capacity d, lier certains ligands serotoninergiques marqu6s. 

20 L'ADNc de 4 kb codant pour le r§oepteur 5HT5a a 6te isole a partir du 

plasmide pNS sous forme tfun fragment EcoRI-XhoI, puis insert aux sites 
conespondants du vecteur p513. Le vecteur p513 d&ive du vecteur pSGS [Green et 
al., NucL Acids Res. Ifi (1988) 369] par addition d'un multisite de clonage. Le 
vecteur recombinant ainsi obtenu design^ p513NS a ensuite et§ utilise (20 jig par 

25 plaque de 10 cm) pour transfecter les cellules Cos-7 en presence de phosphate de 
calcium. 

48 heures apres la transf ection, les cellules recombinantes sont recoltees et 
les membranes sont prepar§es selon la technique decrite par Amlaiky et Caron 
[J. BioL Chem. 2fiQ (1985) 1983], Des experiences de Uaison a saturation et de 
30 competition ont ensuite ete realisees sur ces membranes en presence des ligands 
radiomarques suivants : [125Q.LSD ; [125i].cyanopindolol ; M-8-OH-DPAT et 
[3h] -spiperone. Pour cela, les echantillons de membrane (10-20 ^g de proteines) ont 
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et6 incubus 10 minutes a 37*C en pr6sence du ligand dans tin volume final de 250 ^1 
de tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,4). La rfeaction est ensuite stop6e par filtration 
sous vide sur f iltres en filxe de verre Whatman GF/C, et ringage 4 f ois avec 4 ml de 
tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,4). La liaison non-spedfique a ete determin6e en 
5 prfesence de 10 |aM de 5HT. La radioactivity a fet6 mesur6e avec un compteur 7* 

Les r&sultats obtenus montrent que, bien que le [125x].cyanopindolol ; le 
[3h]-8-OH-DPAT et le [^HJ-spiperone ne lient pas les membranes prepar6es, le 
[^25i].LSD prgsente un site de liaison saturable avec tm Kd = 340 pM et un Bmax = 
1,6 pmol/mg de proteines membranaires (figure 3). Dans une exprerience controle, 11 
10 a par ailleurs 6te montre que le [125i]-1^d ne liait pas les cellules Cos-7 transfectees 
par le plasmide p513. 

Pour determine le profil pharmacologique de ce recepteur, le [^^H-LSD lie 
aux membranes a ete deplac6 en presence de differentes drogues s6rotoninergiques 
(table D- Ces differentes drogues montrent Tordre d'^cacit6 de deplacement 
15 suivant : 2-bromo-LSD > ergotamine > 5-CT > metfaysergide > 5HT = RU24969 > 
bufotenine > yohimbine = 8-OH-DPAT (table 1), La kfetans&ine, le (±) pindolol, le 
sumatriptan, la dopamine et la norepinephrine sont inactifs. 

4, Expression du receoteur 5HT5a dans les cellules NTH-3T3 et ettide 

phgrmacologiqw 

20 LADNc clone dans Texemple 1 a 6galement ete exprime dans les cellules 

NIH-3T3, qm n'expriment aucun recepteur serotoninergique de maniere endogene. 
Potir cela, le vecteur d*expression lecOTiWnarS^toirCTrS.^ 

ete introduit (20 (ig par plaque de 10 cm) dans les cellules NIH-3T3 par transfection 
en presence de phosphate de calcium, en meme temps que le vecteur pRSYnSo 

25 [Gorman et al.. Science 221 (1983) 551], portant le gene de resistance au G418 (1 \xg 
par plaque de 10 cm). Les clcmes transformants ont et6 seiectionn§s en presence de 
0,5 mg de G418. Les clones isoies ont ensuite ete amplifies et les RNA totaux de ces 
clones ont ete prepares et analyses en Northern Blot pour Texpression d'ARNm du 
5HT5a. 2 clones ont ainsi ete seiectionnes, NSl et NS4, exprimant respectivement 

30 des niveaux eieves et f aibles d'ARNm du 5HT5a. 

Les membranes des cellules de ces clones ont ensuite ete preparees et testees 
dans les conditions decrites ci-dessus pour leur capacite a lier c^tains ligands 
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serotoninergiques marques, et pour determiner Taffinite des r6cepteurs pour lesdits 
ligands. 

Les resultats obtenus montrent que les membranes de ces 2 clones possedent 
des sites de liaison de haute affinite pour le [125i].lSd^ indiquant que ces 2 clones 
5 expriment des iifecepteurs 5HT5a. Une experience conti^le a en effet montr6 que les 
cellules NIH-3T3 non transfectees etaient incapables de lier le [125i].lSd, 
Differentes experiences de deplacement ont ensuite et6 r§alis6es (table 1)» Dans le cas 
du 5HT, du 5CT, du sumatriptan et du 8-OH-DPAT. les courbes de competition 
obtenues 6taient biphasiques, et une analyse des resultats a ievel6 2 composants de 
10 liaison, Vvn avec ime affinite 61evte et Fautre avec une affinite plus faible. 

5. Recherche de s^uences homologues dans d'autres tissus 

La sequence nucleotidique SEQ ID n"" 1 a ensuite ete utilise pour la mise en 
evidence de sequences homologues a partir d*autres tissus. Pour cela, trois techniques 
ont €i& utilis6es : 

15 - I'hybridation en Northern blot, 
-la PGR 

- I'hybridation in situ. 

Les tissus utilises pour la recherche de sequences homologues sont les 
suivants d'origine murine : cerveau, cervelet, rein, foie, moelle epinieie» rate, poumon 
20 etcoeur. 
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5.1. Recherche par hybridation en Northern blot. 

Les ARNm-polyA ont et6 prepares a partir des tissus indiques ci-dessus 
selon la technique dterite par Cathala et al. (DNA 2(4) (1983)), suivie dHin passage 
sur colonne d'oligodT-cellulose. Ces ARNm ont ensuite fete fractionnfes sur gel 
5 d'agarose-formaldehyde a 1%, puis transferfes sur filtre de nitro-cellulose. La sonde 
utilisee pour Thybridation correspond au fragment EcoRI-XhoI de 4 kb entier decait 
dans Texemple 1 (SEQ ID n** 1), prealablement marque au ^ par "random priming". 
L'hybridation a ete realisfee dans des conditions de stringence felevees : 42**C. dans un 
tampon phosphate de sodium 20 mM (pH 6.5) contenant 50% de fomiamide. 5 x 
10 SSC, 1 X Denhardt's. 0.1 % de SDS et 100 ng/ml d'ARNt Les lavages ont 6t6 
effectufes & 60**C dans un tampon 0,1 x SSC, 0,1 % SDS. 

Cette etude a permis de mettre en evidence trois transcrits homologues dans 
le cerveau et le cervelet, de 5.8 kb, 5 kb et 4,5 kb (figure 4a). 

5J2. Recherche par PGR 

15 Pour la rech»che par PGR, les sondes (iv) SEQ ID n** 5 et (v) SEQ ID n** 6 

ont 6te utilisees. 

La sonde (iv) correspond a la position 1351 sur la s6quence SEQ ID n** 1 et 
la sonde (v) k la position 947. 

Les ARN totaux ont ete prepares k partir des diff6rents tissus etudies. en 

20 utilisant la techniq ue dtoite par Cathala et al. pregtfe. Jjig jiejcesARNa fete s outnis 
& une transoiption inverse en presence de 200 unit§s de transcriptase inverse MMLV 
et de 300 ng de la sonde (iv), pendant 1 heure a 37**C. La moiti§ du produit de oette 
reaction a ensuite 6t§ amplifi§e (30 cycles) en presence de 5 tmit6s de la polymerase 
Taq (Cetus) et de 500 ng des sondes (iv) et (v). Un aliquot de cette reaction a 

25 egalement 6te prfeleve apr& 20 cycles d'ampliHcation. Les produits ainsi obtenus ont 
ensuite 6te transf^rfes sur filtres de nitro-celiulose et hybridfes dans les conditions 
deoites en 5.1. ci-dessus. 

Cette etude a permis de mettre en Evidence des fragments d' ADN specif iques 
homologues dans la moelle epiniere et le c^^eau (figure 4b). 

30 5.3 . Recherche par hybridation in situ 
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Les experiences d'hybridation in situ ont ete realisees sur des sections 
cryostat§es de cerveau de rat adulte (8 semaines environ) selon la technique decrite 
par Hafen et al. [EMBO J, Z (1983) 617]. La sonde utilisee pour ces exp6riences est 
un ARN simple brin obtenu par transcription en presence de polymerase 17, de 
5 [35s]-CTP en utilisant le plasmide pNS comme matrice. 

Cette §tude a permis de mettre en evidence des sequences homologues selon 
Tinvention dans le cortex c6r6bral. Thippocampe et la couche granulaire du CCTvelet et 
dans le bulbe olf acdf . 

6. Isolement du r^cepteur hnmaiTi 

10 Selon la m6thodologie decrite en 5. ci-dessus, le rScepteur 5HT5a 

hiimain a Ste clon^* 

Pour cela, une banque d'ADN genomique humain a ete preparee k partir de 
placenta, par digestion partielle par Tenzyrae Mbol, separation sur gradients de sels, et 
sous clonage dans le vecteur Lamda GEM 12 linearise par BamHI (bacterie hoteiTAP 

15 90), 

La banque ainsi obtenue a ensuite ete criblee au moyen de la sonde decrite 
dans I'exemple 5.1. Les fragments de DNA qui hybrident avec cette sonde ont €t€ 
isol6s, sous clones dans un plasmide Bluescript, amplifies, puis s6quenc6s dans les 
deux sens selon la technique dideoxynucleotide. Lamplification a 6te realisee par la 

20 technique PCR : 20 qrdes en presence de Thermus aquaticus polymerase(2,5 unites; 
Cetus) et ^oligonucleotides 1 (SEQ ID n^ 8), 2 (SEQ ID n^ 9) pour la partie A du 
recepteur en amont de Wntron, d*oligonucl6otides 3 (SEQ ID n** 10), 4 (SEQ ID n* 11) 
pour la partie B du recepteur en aval de I'intron. Le fragment A a 6te digere par les 
en2ymes NotI et Xhol et le fragment B par les en2ymes EcoRI et Xhol. Ces fragments 

25 ont ete sous clones dans un vecteur d'e7q)ression P514. 

La sequence obtenue est pr6sentee sur la sequence SEQ ID n** 7. 

II est entendu que les m§me experiences peuvent etre repetees en utilisant 
d'autres tissus et notamment des tissus d'origine himiaine. et tfautres sondes. Par 
ailleurs, les sequences homologues mises en evidence lors de ces experiences peuvent 
30 evidemment etre ensuite isolees et/ou amplifiees par les techniques classiques de 
biologie moleculaire. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENERALE: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE-POUIiENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(i±) TITRE DE I*' INVENTION: NOUVeaux polypeptides ayant une activlt 
de recepteur serotonlnergique, acldes nucleiques codant pour ces 
15 polypeptides et utilisation. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 11 

(iv) FORME LlSIBIiE PAR ORDINATEUR: 
20 (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B> ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



25 



35 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID MO: 1 : 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1686 paires de bases 
30 (B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



40 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Souris 

(ix) CARA CTERI STIQUE ADD ITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 
45 (B) EMPLACEMENT: 509.. 1582 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /product*^ "Gene recepteur 5HT5A 
souris" 

50 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 

C^GCACGAGGC CGTCTCCAGA AAGCAGGTAT CTACGTG(5CT TCCAGTCCCC AACCCCCACC 60 
CCTCGGAGCX ACTGCCGGGA GAGGi^GGGAG GTGGGCAAGG AGCAACCCTG GACCAGCGAC 120 

55 

TGTTCTGACG CACrTAGCTGA GTTCTGGC^CA TCCIACCCTGC ACTC;<;<3C<;<;G <;<;CGACCCAA 180 
GGATGCTCTG CTGCAGGCGA CCAGACAACA GTCTCCCXTCT AGGTGAC^CSAA CAGCAAGGCA 240 
60 TGTGATAGCA AAAGGCGGGC CCTGGCTTCT AGATTCA<X:C CCTTGAGTCC GCTTTCCATA 300 
TCTCTAAGGA TACCT(^GCT GT<?CTGCTTG TAGCCCAGCA CCCTCCTCTC TGCTACAATT 360 
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TCCTCCGGAC TCTGACTGGG TGGAGACTGA GGCCAGGTTC TTGGCTCTTA GCAAAATCCT 420 

CTCCATTGGC CATCGGTCGC AAACATCTAG ATTGACTTCA GTGGGCTCGG TGGCAACACA 480 

5 GTCTAAACAC AGGTGTCCTG GGACAGCA ATG GAT CTG CCT GTA AAC TTG ACC 532 

Met Asp Leu Pro Val Asn I*eu Thr 
1 5 

TCC TTT TCT CTC TCT ACT CCC TCC TCT TTG GAA CCT AAC CGC AGC TTG 580 
10 Ser Phe Ser Leu Ser Thr Pro Ser Ser Leu Glu Pro Asn Arg Ser Leu 
10 15 20 

GAC ACG GAA GTC CTG CGC CCT AGT CGG CCT TTT CTC TCA GCT TTC CGA 628 
Asp Thr Glu Val I^u Arg Pro Ser Arg Pro Phe Leu Ser Ala Phe Arc 
15 25 30 35 40 



20 



GTG CTA GTC CTG ACT TTG TTG GGC TTT CTA GCT GCG GCC ACA TTC ACT 676 
Val Leu Val Leu Thr Leu Leu Gly Phe Leu Ala Ala Ala Thr Phe Thr 
45 50 55 

TGG AAC CTG CTG GTG CTG GCT ACC ATC CTC AAG GTA CGC ACC TTC CAC 724 
Trp Asn Leu Leu Val Leu Ala Thr He Leu Lys Val Arg Thr Phe His 
60 65 70 

25 CGA GTA CCA CAC AAC CTG GTA GCT TCC ATG GCC ATC TCG GAT GTG CTA 772 
Arg Val Pro His Asn Leu Val Ala Ser Met Ala He Ser Asp Val Leu 
75 80 85 

GTG GCT GTG CTG GTT ATG CCA CTG AGC CTG GTA CAT GAG CTG TCT GGG 820 
30 Val Ala Val Leu Val Met Pro Leu Ser Leu Val His Glu Leu Ser Gly 
90 95 100 

CGC CGC TGG CAG CTG GGC CGG CGT CTA TGC CAG CTG TGG ATC GCA TGT 868 
Arg Arg Trp Gin Leu Gly Arg Arg Leu Cys Gin Leu Trp He Ala Cys 
35 105 110 115 120 

GAC GTG CTC TGC TGT ACT GCC AGC ATC TGG AAT GTG ACA GCA ATA GCA 916 
Asp Val Leu Cys Cys Thr Ala Ser He Trp Asn Val Thr Ala He Ala 
125 130 135 

40 

CTG GAC CGC TAC TGG TCA ATC ACG CGC CAC CTG GAG TAC ACA CTC CGT 964 
Leu Asp Arg Tyr Trp Ser He Thr Arg His Leu Glu Tyr Thr Leu Arg 
140 145 150 

45 ACC CGC AAG CGT GTC TCC AAT GTG ATG ATC CTG CTC ACC TGG GCA CTC 1012 
Thr Arg Lys Arg Val Ser Asn Val Met He Leu Leu Thr Trp Ala Leu 
155 160 165 



50 



55 



60 



TCC ACT GTC ATC TCT CTG GCT CCA CTG CTA TTT GGC TGG GGA GAG ACT 1060 
Ser Thr Val He Ser Leu Ala Pro Leu Leu Phe Gly Trp Gly Glu Thr 
170 175 180 

TAT TCT GAG CCC AGT GAG GAA TGC CAA GTC AGT CGC GAG CCT TCC TAC 1108 
Tyr Ser Glu Pro Ser Glu Glu Cys Gin Val Ser Arg Glu Pro Ser Tyr 
185 190 195 200 

ACC GTG TTC TCC ACC GTG GGT GCC TTC TAC CTG CCG CTG TGG CTG GTG 1156 
Thr Val Phe Ser Thr Val Gly Ala Phe Tyr Leu Pro Leu Trp Leu Val 
205 210 215 

CTC TTT GTG TAC TGG AAA ATT TAC AGG GCG GCG AAA TTC CGC ATG GGC 1204 
Leu Phe Val Tyr Trp Lys He Tyr Arg Ala Ala Lys Phe Arg Met Gly 
220 225 230 
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TCC AGG AAG ACT AAC AGC GTC TCC CCC GTA CCC GAA GCT GTG GAG GTG 1252 
Ser Arg Lys Thr Asn Ser Val Ser Pro Val Pro Glu Ala Val Glu Val 
^ 235 240 245 

AAG AAT GCT ACA CAA CAT CCC CAG ATG GTG TTC ACG GCC CGC CAT GCC 1300 
Lys Asn Ala Thr Gin His Pro Gin Met Val Phe Thr Ala Arg His Ala 
250 255 260 

10 ACC GTC ACC TTC CAG ACA GAA GGG GAT ACG TGG AGG GAG CAG AAG GAG 1348 
Thr Val Thr Phe Gin Thr Glu Gly Asp Thr Trp Arg Glu Gin Lvs Glu 
265 270 275 280 

CAA AGG GCA GCC CTC ATG GTG GGC ATC CTC ATC GGA GTG TTT GTG CTC 1396 
15 Gin Arg Ala Ala I*eu Met Val Gly lie lieu He Gly Val Phe Val Leu 

285 290 295 

TGC TGG TTC CCT TTC TTC GTC ACA GAG CTC ATC AGT CCC CTG TGT TCC 1444 
Cys Trp Phe Pro Phe Phe Val Thr Glu Leu He Ser Pro Leu Cys Ser 
20 300 305 310 



25 



TGG GAC GTC CCT GCC ATC TGG AAG AGC ATC TTC CTG TGG TTG GGC TAT 1492 
Trp Asp Val Pro Ala He Trp Lys Ser He Phe Leu Trp Leu Gly Tyr 
315 320 325 

TCT AAT TCC TTC TTC AAC CCA CTC ATC TAC ACA GCA TTC AAC AGG AGC 1540 
Ser Asn Ser Phe Phe Asn Pro Leu He Tyr Thr Ala Phe Asn Arg Ser 
330 335 340 

30 TAC AGC AGT GCT TTC AAG GTC TTC TTC TCC AAG CAA CAA TGAGAGACCA 1589 
Tyr Ser Ser Ala Phe Lys Val Phe Phe Ser Lys Gin Gin 
345 350 355 



35 



CATGGGAGTG CCTTCTTCCC ATAGCTTGTA GCTCAGTGGG TTATATTGTC CCATGAACCT 1649 
TTGCAGGCTG CCCAGCTGTC TTTGAGGACA AGATCCA 1686 



(2) INFORMATION POUR I. A SEP ID NOr 2r 

(0 CARACTERI SnQUES DE LA SEQUEN CE: 

(A) iX>NGlJElJR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: adde nud^ique 

(Q NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONnCURATION: lin^aire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIOINE: 

(A) ORGANISME: oUgonucleodde (i) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

AGAACTAGTG GATCCAARAA NGGNARCCAR CA 

50 (2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: 3r 

(0 CARACTERISnQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: aclde nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONRGURATION: lingaire 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide (ii) 

(xi) DESCRIFnON DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CTTGATATCG AATTCGAYRT NCTNTGYTGY AC 

10 (2) INFORMATION POTIR LA SEP TP NOr 4- 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^que 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
15 (D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oUgonucleotide (iii) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

20 GGTATCGATA AGCTTATHGC YCTNGAYMGN TA 

(2) INFORMATION PO UR LA SEP m NO> 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paiies de bases 

• (B) TYPE: acide nucleique 
25 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONHGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide (iv) 

30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CTTCTGCTCC CTCCACGTAT C 
(2) INFORMATION PO UR LA SEP TP NO- ^- 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
35 (B) TYPE: acide nucleique 
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(C) NOMBRE D£ BRINS: simple 

(D) CONHGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIGINE: 
5 (A) ORGANISME: oUgonucleotide (v) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CGCCACCTGG AGTACACACT C 21 

10 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1074 palres de bases 

(B) TYPE: aclde nucl^ique 
15 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
20 <iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

25 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1074 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product" "GENE DU RECEPTEUR 5HT5A 
HUMAIN" 



30 



45 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



ATG GAT TTA CCT GTG AAC CTA ACC TCC TTT TCC CTC TCC ACC CCC TCC 48 
35 Met Asp Leu Pro Val Asn Leu Thr Ser Phe Ser Leu Ser Thr Pro Ser 
15 10 15 



CCT TTG GAG ACC AAC CAC AGC CTC GGC AAA C3AC GAC CTG CGC CCC AGC 96 
Pro Leu Glu Thr Asn His Ser Leu Gly Lys Asp Asp Leu Arg Pro Ser 
40 20 25 30 



TCG CCC CTG CTC TNG GTC NTC GGA GTG OTT ATT CTC ACC TTG CTG GGC 144 
Ser Pro Leu Leu .X Val X Gly Val Leu lie Leu Thr Leu Leu Gly 
35 40 45 

TTT CTG GTG GCG GCG ACG TTC GCC TGG AAC CTG CTG GTG CTG GCG ACC 192 
Phe Leu Val Ala Ala Thr Phe Ala Trp Asn Leu Leu Val Leu Ala Thr 
50 55 60 

50 ATC CTC CGT GTA CGC ACC TTC CAC CGC GTG CCC CAC AAC CTG GTG GCA 240 
lie Leu Arg Val Arg Thr Phe His Arg Val Pro His Asn Leu Val Ala 
65 70 75 80 

TCC ATG GCC GTC TCG GAT GTC CTG GTG GCC GCG CTG GTC ATG CCG CTG 288 
55 Ser Met Ala Val Ser Asp Val Leu Val Ala Ala Leu Val M t Pro Leu 

85 90 95 
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AGC CTG GTG CAC GAG CTG TCC GGG CGC CGC TGG CAG CTA GGT CGG AGG 336 
Ser Leu Val His Glu Leu Ser Gly Arg Arg Trp Gin Leu Gly Arg Arg 
100 105 .110 

5 CTG TGC CAG CTT TGG ATC GCG TGC GAC GTG CTT TGC TGC ACG GCC AGC 384 
Leu Cys Gin Leu Trp lie Ala Cys Asp Val Leu Cys Cys Thr Ala Ser 
115 120 125 

ATC TGG AAC GTG ACG GCC ATA GCA CTG GAC CGC TAC TGG TCC ATC ACG 432 
10 lie Trp Asn Val Thr Ala lie Ala Leu Asp Arg Tyr Trp Ser lie Thr 
130 135 140 

CGC CAC ATG GAA TAC ACG CTC CGC ACC CGC AAG TGC GTC TCC AAC GTC 480 
Arg His Met Glu Tyr Thr Leu Arg Thr Arg Lys Cys Val Ser Asn Val 
15 145 150 155 160 

ATG ATC GCG CTC ACC TGG GCA CTC NCC ACT GTC ATC TCT CTG GCC CCG 528 
Met lie Ala Leu Thr Trp Ala Leu X Thr Val lie Ser Leu Ala Pro 
165 170 175 

20 

CTG CTT TTT GGC TGG GGA GAG ACG TAC TCT GAG CGC AGC GAG GAG TGC 576 
Leu Leu Phe Gly Trp Gly Glu Thr Tyr Ser Glu Gly Ser Glu Glu Cys 
180 185 190 

25 CAG GTA AGC CGC GAG CCT TCC TAC GCC GTG TTC TCC ACC GTA GGC GCC 624 
Gin Val Ser Arg Glu Pro Ser Tyr Ala Val Phe Ser Thr Val Gly Ala 
195 200 205 

TTC TAC CTG CCG CTC TGT GTG GTG CTC TTC GTG TAC TGG AAG ATC TAC 672 
30 Phe Tyr Leu Pro Leu Cys Val Val Leu Phe Val Tyr Trp Lys lie Tyr 
210 215 220 

AAG GCT ACC AAG TTC CGC GTG GGC TCC AGG AAG ACC AAT AGC GTC TCA 720 
Lys Ala Thr Lys Phe Arg Val Gly Ser Arg Lys Thr Asn Ser Val Ser 
35 225 230 235 240 



40 



CCC ATA TCC GAA GCT GTG GAG GTG AAG GAC TCT GCC CAA CAG CCC CAG 768 
Pro lie Ser Glu Ala Val Glu Val Lys Asp Ser Ala Gin Gin Pro Gin 

245 250 255 

ATG GTG TTC ACG GTC CGC CAC GCC ACC GTC ACC TTC CAG CCA GAA GGG 816 

Met Val Phe Thr Val Arg His Ala Thr Val Thr Phe Gin Pro Glu Gly 
260 265 270 

45 GAC ACG TGT CGG GAG CAG AAG GAG CAG CGG CCC GCC CTC ATG GTG GGC 864 

Asp Thr Cys Arg Glu Gin Lys Glu Gin Arg Pro Ala Leu Met Val Gly 
275 280 285 

ATC CTC ATT GGC GTG TTC GTG CTC TGC TGG ATC CCC TTC TTT CTC ACC 912 

50 lie Leu lie Gly Val Phe Val Leu Cys Trp lie Pro Phe Phe Leu Thr 
290 295 300 

GAG CTC ATC AGT CCC CTC TGC TCC TGT GAC ATC CCC GCC ATC TGG AAA 960 

Glu Leu lie Ser Pro Leu Cys Ser Cys Asp lie Pro Ala lie Trp Lys 
55 305 310 315 320 



60 



AGC ATC TTC CTG TGG CTT GGC TAC TCC AAC TCC TTC TTT AAC CCC CTG 1008 
Ser He Phe Leu Trp Leu Gly Tyr Ser Asn Ser Phe Phe Asn Pro Leu 
325 330 335 

ATC TAT ACG GCT TTC AAC AAG AAC TAC AAC AGC GCC TTC AAG AAC TTC 1056 
He Tyr Thr Ala Phe Asn Lys Asn Tyr Asn Ser Ala Phe Lys Asn Phe 
340 345 350 
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TTT TCT AGG CAA CAC TO 
Phe Ser Arg Gin His 
355 



1074 



(2) INFORMATION PO UR LA SEP ID NO: 8: 

(i) CARACTERISnQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 43 paires de bases 

10 (B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NONfBRE DE BRINS: simple 

(D) CONHGURATION: Uneaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIOINE: 
15 (A) ORGANISME: oligonucleotide 1 

(xi) DESCRIPnON DE LA SEQUH^CE: SEQ ID NO: 8: 
GCATGCGCGC GGCCGCGGCA CCATGGATTT ACCTGTGAAC CTA 43 



20 (?) INFORMATION POVR LA SEP IP NQ; 9; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide micl6iqiie 

(Q NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION: lin^aiie 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(vi) ORIGINE: 

- _- (A) ORGANISME: oligonucleotide 2 

(xi) DESCRIPnON DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

30 

TTCGGATATC GGTGAGACGC 20 



(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NOt lOt 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 41 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONHGURATION: lin^aife 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
40 (vi) ORIGINE: 



BNSOOCIO: <WO 9401S5SA1 I > 



wo 94/01555 



PCr/FR93/00650 



22 



(A) ORGANISME: oligonucleotide 3 
(xi) DESCRIFnON DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

CCGATATCCG MiGCTGTGGA GGTGAAGGAC TCTGCCCAAC A 

5 

(2) TNFORM ATTON PO UR LA SEQ TP NO; 11 - 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: acide nud&ique 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide 4 
15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

AACCCGGGCT TAAGTCAGTG TTGCCTAGAA AAGAAGT 
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REVENDTCATrTONR 

1, Polypeptide comprenant tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID 
n** 1 ou d'lm derive de celle-ci. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 caract6fis6 en ce qu'il possede la 
5 capacite de lier la s&rotonine. 

3, Polyp^tide selon la revendication 2 caract6ris§ en ce qu*il possMe une 
activite de lecepteur sSrotoninergique. 

4. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3 caracteris6 en ce qu'il 
peut etre reconnu par des anticorps reconnaissant la sequence peptidique complete 

10 SEQIDn**!, 

5* Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 caract6rise en ce qu*il 
comprend toute la sequence peptidique SEQ ID n** 1. 

6. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 caract6ris6 en ce qu'il 
comprend tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID n** 7. 

15 7. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon IWe des 

revendications 1 & 6. 

8, Sequence selon la revendication 7 caract6riste en oe qu'elle est choisie 

parmi : 

(a) tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID n** 1 ou de son hrin 
20 complementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec une sequence (a) et codant pour un 
polyp^tide selon Tune des revendications 1 i 5» et. 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
d6gen&^cence du code genetique. 

25 9. Sequence selon la revendication 8 caract§ris6e en ce qu'elle comprend tout 

ou partie de la sequence nucl6otidique SEQ ID n^ 7. 

10. Sequence selon la revendication 8 caracterisee en ce qu'elle est choisie 
parmi les sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, les sequences hybrideS ou les 
sequences synth§tiques ou semi-synthetiques. 
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11. Sequence seion Time des revendications 7 a 10 caract6ris6e en ce que la 
partie codant pour ledit polypeptide est plac6e sous le controle de signaux permettant 
son expression dans un hote celltilaire* 

12. Oligonucleotide antisens capable d*inhiber au moins partiellement la 
5 production de polypeptide selon l*une des revendications 1 a 6« 

13. Oligonucleotide selon la revendication 12 caract&is6 en ce qu*il est 
constituS par tout ou partie d*une sequence nucleptidique selon la revendication 8. 

14. Sonde nucl6otidique capable de sliydrider avec \me sequence selon la 
revendication 8 ou avec TARNm coirespondant 

10 15 Sonde selon la revendication 14 caract6risee en ce qu^elle comporte au 

moins 10 bases. 

16. Sonde selon la revendication 15 caracteris6e en ce qu'elle comporte 
rint6gralit6 de la sequence nudtotidique SEQ ID n^ 1 ou de la sequence 
nudtotidique SEQ ID n^ 7 ou de letir brin compl&nentaire. 

15 17. Sonde selon la revendication 15 caracteris6e en ce qu'elle est choisie 

panni les sequences SEQ ID 5, 6» 8-11. 

18. Utilisation d'une sonde selon Tune des revendications 14 a 17 pour la 
detection de Texf^ession dW recepteur s6rotonin»gique 5HT5a; ou pour la mise en 
Evidence danomalies g6n§tiques (mauvais €pissage, polymoiphisme, mutations 

20 ponctuelles, etc) ; ou pour identifier des affections neurologique, cardiovasculaire ou 
psychiatrique comme 6tant liees aux recepteurs 5HT5a; ou encore pour la mise en 
evidence et Tisolement de sequences d*acides nucl6iques homologues codant pour des 
polypeptides SHTSa. 

19. Cellule recombinee capable d'exprimer a sa surface un polypeptide selon 
25 Tune des revendications 1 & 6. 

20. Cellule selon la revendication 19 caracterisee en ce qu*elle est choisie 
parmi les cellules eucaryotes ou procaryotes. 
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21. Procede de mise en evidence et/ou d'isolement de ligands des 
polypeptides tels que definis dans les revendications 1 i 6, caract6rise en ce que Ton 
realise les 6tapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou tin melange contenant differentes 
5 molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinSe selon la 

revendication 19 exprimant a sa surface un polypeptide tel que dSfini dans les 
revendications 1^6 dans des conditions pemiettant Tinteraction entre ledit 
polypeptide et ladite molecule dans le cas ou celle-d possMerait une affinite pour 
ledit polypeptide, et, 
10 - on detecte et/ou isole les molecules li6es au dit polypeptide. 

22. Procede selon la revendication 21 pour la mise en evidence et/ou 
risolement d'agonistes ou d*antagonistes de la s6rotonine. 

23. Procede de mise en Evidence et/ou d*isolement de modulateurs des 
polypeptides tels que difinis dans les revendications 1 a 6. caract6ris6 en ce que Ton 
realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, 6ventuellement non-identifi6es, avec une cellule recombinee selon la 
revendication 19 exprimant a sa surface un polypeptide tel que dSfini dans les 
revendications 1 a 6. en presence de 5HT, dans des conditions permettant Tinteiaction 
entre ledit polypeptide et le 5HT, et, 

- on ditecte et/ou isole les molecules capables de moduler Tactivite du 5HT 
sur ledit polypeptide. 

24 Ligand ou modulateur tfun polypeptide tel que d6fini dans les 
revendications 116, susceptible d'etre obtenu selon les proo6d& des revendications 
25 21^23. 

25. Utilisation tfun ligand ou modulateur identifi6 et/ou obtenu selon les 
proc6des des revendications 21 k 23 pour la preparation dHm m6dicament destine au 
traitement des affections neurologique, cardiovasculaire ou psychiatrique li6es aux 
recepteurs 5HT5a. 



30 



26. Medicament comprenant comme principe actif au moins une molecule 
agissant sur un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 6. 
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27. Medicament selon la revendication 26 caracterise en ce que la molecule 
est un ligand ou un modulateur identifi6 et/ou isol6 selon le prooede des 
revendications 21 k 23. 
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